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RESUMEN

El tratamiento de aguas residuales con microalgas representa una solucién innovadora
y sostenible para abordar los desafios ambientales y la escasez de recursos naturales,
especialmente en paises como Espafia. Esta practica no solo contribuye a la eliminacién
de nutrientes como el nitrogeno (N) y el fésforo (P) del agua, reduciendo asi la
contaminacién y mitigando la eutrofizacién de cuerpos de agua, sino que también
convierte estos nutrientes en biomasa util que puede ser reutilizada como biofertilizante
en la agricultura. El cultivo de microalgas en sistemas de tratamiento de aguas residuales
promueve la economia circular al reutilizar recursos dentro del sistema agricola,
proporcionando una alternativa sostenible y econdmica a los fertilizantes quimicos
convencionales.

Este estudio tiene como objetivo evaluar la eficacia bioestimulante y biofertilizante de
biomasa cultivada en agua residual urbana en cultivos de albahaca (Ocimum basilicum
L.). La biomasa microalgal predominante, principalmente compuesta por Scenedesmu,
presentd una composicion de 10,83% de peso seco y concentraciones de nutrientes de
2,87% de Ny 0,37% de P.

La investigacion se dividio en dos fases: una utilizando suelo normalizado (SPHAGNUM),
y otra con suelo natural. Se compararon cuatro tratamientos: Control (Blanco),
Biofertilizante congelado, Biofertilizante sonicado y Biofertilizante liofilizado.

Los resultados demostraron que en condiciones ideales de cultivo (suelo normalizado),
los tratamientos biofertilizantes mostraron mejoras significativas en parametros de
crecimiento como longitud y grosor del tallo, nimero de hojas, peso fresco y seco del
brote, en comparacién con el tratamiento de control.

El estudio destacd el potencial bioestimulante del tratamiento sonicado,
independientemente del sustrato. No obstante, se identificaron limitaciones
relacionadas con la variabilidad ambiental y la falta de andlisis exhaustivos de
parametros de calidad del suelo y microbiota.

Se recomienda realizar mds estudios a largo plazo y analisis detallados de la dindmica de
nutrientes para profundizar en la comprension de los efectos del
biofertilizante/bioestimulante en diferentes condiciones ambientales y etapas de
desarrollo vegetal.

En resumen, este estudio sugiere que el uso de biomasa microalgal derivada del
tratamiento de aguas residuales urbanas puede ser efectivo como biofertilizante para
los cultivos de albahaca. Estos hallazgos respaldan la viabilidad de utilizar microalgas
como parte de estrategias sostenibles en la depuracidon de aguas, subrayando la
necesidad de futuras investigaciones para optimizar su aplicacién y evaluar su impacto
a largo plazo en la bioeconomia circular.

Palabras claves: Microalgas, Biofertilizante, Masa algal, Nutrientes, Economia Circular,
Recirculacion de Nutrientes.
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ABSTRACT

Wastewater treatment using microalgae represents an innovative and sustainable
solution to address environmental challenges and natural resource limitations,
especially in countries like Spain. This practice not only helps remove nutrients such as
nitrogen (N) and phosphorus (P) from water, thereby reducing pollution and mitigating
water eutrophication, but also converts these nutrients into valuable biomass that can
be reused as biofertilizer in agriculture. Cultivating microalgae in wastewater treatment
systems promotes circular economy principles by recycling resources within the
agricultural system, providing a sustainable and cost-effective alternative to
conventional chemical fertilizers.

This study aimed to evaluate the bio-stimulating and biofertilizing efficacy of biomass
cultivated in urban wastewater on basil (Ocimum basilicum L.) crops. The predominant
microalgal biomass, mainly composed of Scenedesmus, exhibited a composition of
10.83% dry weight and nutrient concentrations of 2.87% N and 0.37% P.

The research was divided into two phases: one using standardized soil (SPHAGNUM) and
the other with natural soil. Four treatments were compared: Control (Blank), Frozen
Biofertilizer, Sonicated Biofertilizer, and Lyophilized Biofertilizer.

Results demonstrated that under ideal cultivation conditions (standardized soil),
biofertilizer treatments showed significant improvements in growth parameters such as
stem length, stem thickness, number of leaves, and fresh and dry weight of shoots
compared to the control treatment.

The study highlighted the bio-stimulating potential of the sonicated treatment,
regardless of the substrate. However, limitations related to environmental variability
and the lack of comprehensive analysis of soil quality parameters and microbiota were
identified.

Further long-term studies and detailed analyses of nutrient dynamics are recommended
to deepen understanding of the effects of biofertilizer/bio-stimulant under different
environmental conditions and stages of plant development.

In summary, this study suggests that microalgal biomass derived from urban wastewater
treatment can effectively serve as a biofertilizer for basil crops. These findings support
the viability of using microalgae as part of sustainable strategies in water purification,
emphasizing the need for future research to optimize its application and assess its long-
term impact on circular bioeconomy.

Keywords: Microalgae, Biofertilizer, Algal biomass, Nutrients, Circular Economy,
Nutrient Recirculation.
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1. INTRODUCCION

El tratamiento de aguas residuales con microalgas se presenta como una solucién innovadora
y sostenible para abordar los desafios medioambientales y las limitaciones en los recursos
naturales, especialmente en paises como Espaiia. La produccidn agricola sostenible es esencial
para satisfacer las crecientes demandas alimentarias de una poblacidn en expansién. En este
contexto, la gestidn eficaz de los nutrientes en el suelo, particularmente del nitrégeno (N) y el
fosforo (P), es crucial no solo para aumentar la productividad agricola, sino también para
proteger el medio ambiente (Nair, K.P. , 2019).

La acumulacién excesiva de nutrientes, como N y P, en cuerpos de agua debido al uso
ineficiente de fertilizantes y al vertido de aguas residuales, contribuye a la eutrofizacion, un
proceso que deteriora la calidad del agua y afecta negativamente a los ecosistemas acuaticos
(Pandey, P.K. and Pande, A., 2023). El tratamiento de aguas residuales mediante microalgas
no solo ayuda a eliminar estos nutrientes del agua, reduciendo la contaminacién, sino que
también convierte estos elementos en biomasa util que puede reutilizarse como fertilizante
(Kumar, 2021).

Las microalgas son eficientes en la absorcién de N y P, y su cultivo en sistemas de tratamiento
de aguas residuales ofrece multiples beneficios. Entre ellos, la reduccién de la carga
contaminante, la producciéon de biomasa valiosa y la mitigacién de gases de efecto
invernadero (Chisti, 2013). Esta biomasa algal puede ser utilizada como biofertilizante,
mejorando la eficiencia en el uso de nutrientes y reduciendo la dependencia de fertilizantes
guimicos, lo que a su vez disminuye los costos y el impacto ambiental asociado a su produccién
y aplicacion (Razzak et al., 2013).

Ademas, el uso de microalgas en el tratamiento de aguas residuales se alinea con los principios
de la economia circular, al promover la reutilizaciéon y el reciclaje de recursos dentro del
sistema agricola (Macedonio, 2022). Esta practica no solo contribuye a la sostenibilidad
ambiental, sino que también ofrece beneficios econdmicos al transformar un desecho en un
recurso valioso.

Al integrar estas practicas, se establece una base sélida para un desarrollo agricola sostenible
y resiliente a largo plazo. La adopcién de tecnologias de tratamiento de aguas residuales con
microalgas representa un paso significativo hacia la optimizacién de los recursos naturales, la
proteccion del medio ambiente y la mejora de la productividad agricola (Markou &
Georgakakis, 2011). En resumen, la utilizacién de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales no solo responde a una necesidad medioambiental urgente, sino que también
ofrece una solucidn practica y eficiente para los desafios agricolas contemporaneos.

Mejorar la calidad del agua

Produccion de biomasa algall
util como biofertilizante

Recuperacion de nutrientes
(NyP)

Tratamiento sostenible de
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1.1. Situacion Actual en Espana de la Demanda del Nitrogeno y Fésforo en el
Suelo para la Agricultura

En Espana, la demanda de nutrientes en el suelo para la agricultura ha experimentado un
aumento constante en las Ultimas décadas debido a varios factores. El incremento de la
intensificacidon agricola, la expansién de la superficie cultivada y el aumento de la demanda de
alimentos han llevado a una mayor extraccién de nutrientes del suelo. Ademas, los fendmenos
climaticos extremos y el cambio climatico estan afectando la disponibilidad y la absorcion de
nutrientes por parte de los cultivos, lo que agrava ain mas la situacién. En 2011, en Espaiia,
se observaron cifras significativas en cuanto a la extraccion de nitrégeno y fésforo del suelo a
través de la retirada de cosechas en varias comunidades auténomas. En la Comunidad
Valenciana, estos porcentajes alcanzaron el 64% para el nitrégeno y el 85% para el fosforo.
Por su parte, en Castilla-La Mancha, estos valores fueron del 75% para el nitrégeno y del 84%
para el fésforo. En Aragon, las cifras correspondientes fueron del 75% para el nitrégeno y del
80% para el fésforo. Estos datos destacan la importancia en la extraccién de nutrientes del
suelo a través de la actividad agricola. (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2011)

SALIDA DE NUTRIENTES POR
AGRICULTURA
* RETIRADA DE COSECHAS
*RETIRADA POR PASTOREO
« CRECIMIENTO (MADERAS Y RAICES)

Imagen 2. Movimientos de nutrientes en el suelo.

Este panorama plantea desafios significativos para los agricultores y los responsables de la
gestion agricola, quienes deben encontrar formas de mantener un equilibrio adecuado de
nutrientes en el suelo para garantizar la productividad de los cultivos y preservar la salud del
medio ambiente.

1.2. Demanda de Fertilizante como Fuente de Nutrientes en la Agricultura en
Espana

Ante la creciente demanda de nutrientes en el suelo, el uso de fertilizantes se ha vuelto
omnipresente en la agricultura espafola. Los fertilizantes proporcionan una fuente
concentrada y facilmente disponible de nutrientes para los cultivos, lo que ayuda a compensar
la pérdida de nutrientes del suelo y a satisfacer las necesidades de las plantas durante su ciclo
de crecimiento. En el afio 2011, en Espaiia, se registraron datos significativos en relacién con
la contribucion de nitrégeno y fésforo al suelo mediante la aplicacion de fertilizantes minerales
en diversas comunidades autonomas. En la Comunidad Valenciana, se constaté que el aporte
de estos nutrientes alcanzoé el 63% para el nitrégeno y el 62% para el fésforo. Por otro lado,
en Castilla-La Mancha, se evidencié que estos indices fueron del 69% para el nitrogeno y del
64% para el fosforo. Asimismo, en Aragon, se observaron cifras correspondientes al 45% para
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el nitrogenoy al 52% para el fésforo. Estas estadisticas resaltan la relevancia de estas regiones
en términos de aporte de nutrientes al suelo mediante la aplicacion de fertilizantes minerales
durante dicho afio. (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2011)

Sin embargo, el uso indiscriminado de fertilizantes minerales puede tener consecuencias
negativas, como la contaminacion del suelo y los recursos hidricos, la eutrofizacién de los
cuerpos de agua y la pérdida de biodiversidad. Por lo tanto, es esencial adoptar practicas de
fertilizacion responsables y sostenibles que minimicen los impactos ambientales y promuevan
la salud del suelo a largo plazo. En este sentido, los fertilizantes orgdnicos, provenientes de
fuentes naturales como el compost o el estiércol, y los biofertilizantes derivados de
microalgas, ofrecen una serie de ventajas sobre los fertilizantes minerales.

1.3. Tratamientos de Aguas Residuales con Microalgas

En los Ultimos afios, se ha investigado ampliamente el uso de microalgas para el tratamiento
de aguas residuales. Estos organismos fotosintéticos microscopicos pueden absorber
nutrientes, como nitrégeno y fosforo, de las aguas residuales, contribuyendo asi a la
purificacién del agua. Este enfoque ofrece una alternativa sostenible y econdmica a los
métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales y puede generar subproductos
utiles para la agricultura, como biofertilizantes.

Ademas de su capacidad para eliminar nutrientes, las microalgas también pueden remover
contaminantes organicos e inorganicos, incluyendo metales pesados y patégenos, mejorando
significativamente la calidad del agua tratada. Este proceso bioldgico es impulsado por la
fotosintesis, donde las microalgas utilizan la luz solar para crecer y metabolizar los nutrientes
presentes en el agua residual (Park et al., 2011).

La implementacién de sistemas de tratamiento basados en microalgas puede integrarse en
plantas de tratamiento de aguas residuales existentes, reduciendo asi los costos operativos y
el impacto ambiental asociado con los métodos tradicionales. Ademas, el uso de microalgas
para el tratamiento de aguas residuales contribuye a la mitigacion de gases de efecto
invernadero, ya que el proceso de fotosintesis captura didxido de carbono (CO2) del aire (Zhou
et al.,, 2014).

La biomasa algal resultante del proceso de tratamiento puede ser aprovechada de diversas
maneras. Uno de los usos mas prometedores es como biofertilizante, debido a su contenido
rico en nutrientes esenciales para las plantas. Ademas, la biomasa algal puede ser utilizada en
la produccidn de biocombustibles, ofreciendo una fuente de energia renovable y sostenible
(Christenson & Sims, 2011).

1.4. Tipos de Residuos Provenientes del Tratamiento con Microalgas

El tratamiento de aguas residuales con microalgas puede generar varios tipos de residuos,
incluyendo la biomasa residual de las propias microalgas, asi como subproductos quimicos y
organicos resultantes del proceso de purificacién del agua. Estos residuos pueden tener un
potencial significativo para su reutilizacién en la agricultura como biofertilizantes y otros
productos agricolas.

Las microalgas han despertado un interés cientifico considerable en diversos ambitos de
investigacion en tiempos recientes. A pesar de su tamafio diminuto, estos microorganismos
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estan entre las opciones alimenticias mas nutritivas disponibles y contribuyen al bienestar
general del cuerpo (Draaisma et al., 2013).

Ademas de su valor nutricional, las microalgas ofrecen una amplia gama de aplicaciones y
productos (Spolaore et al., 2006). Historicamente, especies como Nostoc, Spirulina y
Aphanizomenon se han utilizado como suplementos de proteinas y aditivos alimentarios. En
la industria cosmética, los extractos derivados de Arthrospira y Chlorella se incorporan en
cremas antienvejecimiento debido a su capacidad para mejorar la elasticidad de la piel. Por
ejemplo, la empresa suiza Penta Pharm ha lanzado diversos productos para el cuidado de Ia
piel que contienen extractos de microalgas. Ademas, las microalgas son ricas en pigmentos
como carotenoides (hasta un 14%), clorofila (del 0,5% al 1%) y proteinas ficobilinicas (del 20%
al 50% en peso seco), lo que las hace ideales para la produccidn a gran escala de biopigmentos
(Draaisma et al., 2013).

En el ambito farmacéutico, las microalgas desempefian un papel importante debido a sus
diversas propiedades beneficiosas, que incluyen funciones antioxidantes, antihipertensivas,
anticancerigenas, anticoagulantes e inmunomoduladoras (Samarakoon & Jeon, 2012).
Ademas, su biomasa puede ser utilizada en la alimentacidn avicola gracias a su contenido
abundante de proteinas digestibles y acidos grasos omega-3. Asimismo, se emplean en la
produccién de fertilizantes organicos y biochar (Wang et al., 2013).

Los subproductos derivados del tratamiento de aguas residuales con microalgas comprenden
una biomasa residual rica en nutrientes, como proteinas, lipidos y carbohidratos, junto con
subproductos quimicos como lipidos, acidos grasos y carbohidratos, que son altamente
aprovechables para la produccién de biofertilizantes de alta calidad (Angeles, R. et al.,2019).
Asimismo, los subproductos orgdnicos como los acidos himicos y fulvicos se destacan por su
capacidad para mejorar la fertilidad y la estructura del suelo (Chen, 2015).

Las microalgas pueden producir muchos productos para la agricultura, pero los principales son
los siguientes:

* ESTIMULAN PROCESOS NATURALES PARA MEJORAR TOLERANCIA AL
ESTRES ABIOTICO

BIOESTIMULANTES * MEJORAN LA EFICIENCIA METABOLICA, ASIMILACION DE NUTRIENTES Y

PROPIEDADES DEL SUELO

*EFECTIVOS CONTRA INSECTOS SIN DEJAR RESIDUOS EN CULTIVOS
BIOPESTICIDAS COMESTIBLES

*POTENCIAL PARA REEMPLAZAR PESTICIDAS QUIMICOS

BIOFERTILIZANTES

Imagen 3. Subproductos del desecho de las microalgas

- BIOESTIMULANTES

Segun el Consejo Europeo de la Industria de los Bioestimulantes (EBIC), los bioestimulantes
vegetales son sustancias o microorganismos que estimulan procesos naturales para mejorar
la absorcion de nutrientes, la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés abidtico y la calidad
del cultivo cuando se aplican a las plantas o la rizosfera (Industria Europea de Bioestimulantes,
2012). A diferencia de los pesticidas, los bioestimulantes no actian directamente contra las
plagas y, por lo tanto, no estan sujetos al marco regulatorio de los pesticidas. Los efectos de
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los bioestimulantes en las plantas incluyen la mejora de la eficiencia metabdlica para
aumentar el rendimiento y mejorar la calidad del cultivo, aumentar la tolerancia de la planta
Yy su recuperacion frente a los estreses abidticos, facilitar la asimilacidon, translocacion vy
utilizacion de nutrientes, mejorar atributos de calidad de los productos (como contenido de
azucar, color, fructificacién), optimizar la eficiencia del uso del agua, mejorar propiedades
fisicoquimicas especificas del suelo y promover el desarrollo de microorganismos del suelo
complementarios (Industria Europea de Bioestimulantes, 2012). Es importante tener en
cuenta que los bioestimulantes pueden incluir productos con algunos nutrientes siempre que
su impacto en el crecimiento de la planta no se deba principalmente a la fertilizacion directa.
Los bioestimulantes operan a través de mecanismos diferentes a los de los fertilizantes,
independientemente de la presencia de nutrientes en los productos (Industria Europea de
Bioestimulantes, 2012).

Algunos estudios han demostrado las cualidades de los bioestimulantes en la biomasa
microalgal. Por ejemplo, Martini en 2021 demostré la actividad biostimulante de la biomasa
de Chlorella sorokimiama y Chlamydomonas reinhardtii en plantas de maiz cultivadas en
condiciones hidropdnicas (Martini et al., 2021). Otra investigacion encontré que el
tratamiento de semillas y |la pulverizacién foliar de extractos del consorcio algal mixto influyen
positivamente en la germinacidn de los tomates y la tasa de crecimiento de las plantas (K.V.
et al.,, 2020).

- BIOPESTICIDAS

Los pesticidas producidos naturalmente u obtenidos a partir de fuentes bioldgicas se llaman
biopesticidas. La principal preocupacion para frutas y verduras comestibles es la presencia de
residuos dejados por los pesticidas. Sin embargo, los biopesticidas abordan esta preocupacién
ya que no dejan residuos en los cultivos (Kumar, 2012). Ademss, los biopesticidas son efectivos
contra los insectos y tienen un nivel similar de eficacia a los pesticidas sintéticos. También
proporcionan un efecto inhibidor en las etapas larvarias, contribuyendo al control de plagas 'y
garantizando la proteccidn de los cultivos (Kumar, 2012). Los biopesticidas tienen diferentes
modos de accién para el manejo de plagas, como la inhibicién de actividades metabdlicas y la
utilizacion de nutrientes (Mnif & Ghribi, 2015).

Algunos metabolitos secundarios en las microalgas exhiben actividades biocidas como
actividades antibidticas, antifungicas y antinematdédicas (Swain et al., 2017). El descubrimiento
inicial de compuestos biopesticidas en algas se realizé con un compuesto bioactivo del alga
verde Chlorella (Mol, 2020). Este compuesto, conocido como clorellina, inhibe el crecimiento
de bacterias Gram negativas y Gram positivas (V. Gupta et al., 2013). Ahora, las investigaciones
han avanzado mucho, y es posible pensar que los biopesticidas pueden reemplazar a los
pesticidas quimicos. Ademads, desde el punto de vista de la economia circular, los nutrientes
necesarios para el crecimiento de las algas pueden proporcionarse a partir de residuos
industriales, y los subproductos pueden suministrarse al medio para reducir el costo de
produccion sin afectar la sostenibilidad (Mol, 2020).

- BIOFERTILIZANTES

Los biofertilizantes son preparaciones que contienen microorganismos vivos o latentes, los
cuales promueven el crecimiento de las plantas al aumentar el suministro o la disponibilidad
de nutrientes al mejorar la interaccion planta-microorganismo (Vessey, 2003). Segun
Bhardwaj et al. (2014), los biofertilizantes desempefian un papel crucial en la sostenibilidad
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de los sistemas agricolas al promover practicas agricolas mds ecoldgicas y reducir la
dependencia de los fertilizantes quimicos. Los biofertilizantes pueden ser bacterianos, como
las rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR), hongos micorricicos arbusculares
(AMF), cianobacterias, o mezclas de estos. La aplicacion de biofertilizantes mejora la
estructura del suelo, aumenta la biomasa microbiana y promueve el crecimiento de las plantas
a través de la fijacion bioldgica de nitrégeno, la solubilizacién de fosfatos y la produccion de
fitohormonas (Bhardwaj et al., 2014).

Un ejemplo destacado es el uso de Rhizobium en leguminosas, que fija el nitrégeno
atmosférico y mejora la fertilidad del suelo. Ademas, las micorrizas arbusculares mejoran la
absorciéon de fdsforo y otros nutrientes minerales, incrementando la eficiencia del uso de
recursos y la resistencia de las plantas a estreses abiéticos (Saito & Ezawa, 2016).

En resumen, mientras que los biofertilizantes facilitan la mejora de la estructura y fertilidad
del suelo mediante la accién directa de microorganismos simbidticos, los bioestimulantes
actuan como potenciadores de las funciones naturales de las plantas, mejorando su capacidad
de adaptacion y aprovechamiento de recursos. La integracién adecuada de ambos enfoques
puede jugar un papel crucial en la promocién de précticas agricolas sostenibles y en la mejora
de la seguridad alimentaria global (Hawkins et al., 2020).

1.5. Clasificacion de los bioestimulantes

A continuacién se presenta una clasificacién de los bioestimulantes basada en su origen,
componente principal y modo de accién. Esta clasificacién, aunque no siempre proporciona la
informacién mas precisa sobre la actividad bioldgica del producto, ayuda a entender la
variedad de bioestimulantes disponibles.

ALGAS MARINAS Y
EXTRACTOS DE PLANTAS

* ACONDICIONADORES DE
SUELO Y TRATAMIENTOS
FOLIARES
* MEJORA DEL CRECIMIENTO,
RENDIMEINTO Y
TOLERANCIA AL ESTRES
ABIOTICO

SUSTANCIAS HUMICAS
* ESTIMULACION DEL
CRECIMIENTO RADICULAR
* MEJORA DE LA ABSORCION
DE NUTRIENTES Y AGUA
* AUMENTO DE LA
TOLERANCIA AL ESTRES
AMBIENTAL

L. TIROS'DE

BIOESTIMULANT

COMPUESTOS
INORGANICOS CON ACCION
BIOESTIMULANTE
* FORTALECIMIENTO DE

PAREDES CELULARES
* INDUCCION DE EFECTOS
POSITIVOS TRANSITORIOS
TRAS ESTRES ABIOTICO

MICROORGANISMOS

* INCREMENTO DE LA
BIODISPONIBILIDAD DE
NUTRIENTES

* RECONOCIDOS COMO

BIOESTIMULANTES SEGUN

LA REGULACION EUROPEA
DE FERTILIZANTES

PROTEINAS HIDOLIZADAS Y
COMPUESTOS QUE
CONTIENEN NITROGENO

* MEJORA DEL CRECIMIENTO

DE LOS CULTIVOS
* AUMENTO DE LA
TOLERANCIA A ESTRES
ABIOTICO

Imagen 4. Tipos de bioestimulantes y sus funciones mds importantes
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- Algas Marinas y Extractos de Plantas

Las algas marinas comprenden algas macroscépicas y multicelulares de diversos grupos
taxondmicos como las algas pardas, rojas y verdes. Histéricamente, las algas han sido
utilizadas en agricultura por sus beneficios probados en cultivos. Hoy en dia, los extractos de
algas marinas se emplean como acondicionadores de suelo o bioestimulantes vegetales,
frecuentemente aplicados por via foliar. Estos extractos mejoran el crecimiento y rendimiento
de los cultivos, la calidad del producto y aumentan la tolerancia al estrés abidtico. Contienen
hormonas vegetales como citoquininas y auxinas, junto con minerales y compuestos
bioactivos como laminarina, fucoidano y alginatos (Franzoni et al., 2022).

Los bioestimulantes también se derivan de plantas ricas en metabolitos secundarios que
activan respuestas fisioldgicas en las plantas. Por ejemplo, extractos de borraja han
demostrado efectos positivos en el crecimiento y calidad de la lechuga. Otra planta
prometedora es Withania somnifera, rica en withandlidos, compuestos con potencial
bioestimulante en agricultura.

- Sustancias Hiumicas

Las sustancias humicas, incluyendo acidos himicos y fulvicos, son componentes naturales de
la materia organica del suelo, formados por la descomposicién de plantas, animales y
microorganismos, y modificados por la actividad microbiana. Estas sustancias estimulan el
crecimiento radicular, mejoran la absorcién de nutrientes y agua, y aumentan la tolerancia al
estrés ambiental. A pesar de su complejidad molecular, se les atribuyen efectos beneficiosos
tanto hormonales como otros mecanismos independientes (Franzoni et al., 2022).

- Proteinas Hidrolizadas y Compuestos que Contienen Nitrégeno

Los hidrolizados de proteinas son mezclas de aminoacidos, péptidos y polipéptidos obtenidos
mediante hidrdlisis quimica, enzimatica o térmica de proteinas de diversas fuentes bioldgicas.
En cultivos horticolas, se ha demostrado que estos hidrolizados mejoran el crecimiento de los
cultivos y su tolerancia a los estreses abidticos. Sin embargo, la falta de informacidn sobre su
composicion es un desafio para entender sus mecanismos de accién a nivel molecular y
bioquimico. (Franzoni et al., 2022).

- Microorganismos

Este grupo incluye bacterias, levaduras y hongos filamentosos, aislados del suelo, plantas y
otros materiales organicos. Se aplican al suelo o a las semillas y pueden aumentar la
productividad de los cultivos de manera directa, a través de asociaciones simbidticas como las
micorrizas, o indirectamente, incrementando la biodisponibilidad de nutrientes. En la
regulacidn europea de fertilizantes, los microorganismos como Azotobacter spp., Mycorrhiza,
Rhizobium spp. y Azospirillum spp. estan reconocidos como bioestimulantes. (Franzoni et al.,
2022).

- Compuestos Inorganicos con Accién Bioestimulante

Los elementos quimicos que promueven el crecimiento de las plantas sin ser esenciales para
todas ellas se denominan elementos beneficiosos. Los principales incluyen selenio, silicio,
cobalto, aluminio y sodio, presentes en el suelo y las plantas como sales inorganicas. Estos
elementos pueden fortalecer las paredes celulares, por ejemplo, con depésitos de silice, o
inducir efectos transitorios positivos tras la exposicion a estreses abidticos. La definicion de
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elementos beneficiosos no se limita a su naturaleza quimica, sino también a los contextos
especificos en los que se observan sus efectos positivos en el crecimiento de las plantas y la
respuesta al estrés (Franzoni et al., 2022).

1.6. Bioestimulantes y Tolerancia al Estrés Abidtico

Identificar los mecanismos activados por los bioestimulantes en respuesta al estrés es un
desafio complejo y un area de investigacion activa. Los bioestimulantes son productos que
incluyen sustancias y microorganismos capaces de estimular los procesos naturales de las
plantas, promoviendo un crecimiento saludable y eficiente incluso en condiciones adversas.
Cuando las plantas se enfrentan a situaciones de estrés, como sequia, salinidad, temperaturas
extremas y deficiencias nutricionales, su metabolismo puede verse gravemente afectado, lo
gue compromete su desarrollo y productividad. Los bioestimulantes intervienen en estos
procesos activando vias metabdlicas especificas que ayudan a las plantas a adaptarse y superar
estas condiciones estresantes.

Un aspecto crucial de la accién de los bioestimulantes es su capacidad para aumentar la
produccién de metabolitos con propiedades antioxidantes en las plantas. Estos antioxidantes
son fundamentales para neutralizar los radicales libres, que son moléculas inestables vy
altamente reactivas producidas en respuesta al estrés. Los radicales libres pueden causar dafio
oxidativo a las células, afectando membranas, proteinas y acidos nucleicos, lo que resulta en
una reduccion de la vitalidad y el rendimiento de la planta. Al aumentar la produccion de
antioxidantes, los bioestimulantes ayudan a proteger las plantas de estos efectos
degenerativos, mejorando su resistencia y capacidad de recuperaciéon. Ademads, los
bioestimulantes pueden influir en la sintesis de otros compuestos beneficiosos, como
osmoprotectores, hormonas vegetales y otros metabolitos secundarios, que juegan roles
esenciales en la adaptacion al estrés y la mejora del crecimiento general de las plantas
(Franzoni et al., 2022).

Los tipos de estrés mas importante son los siguientes:

ESTRES POR SEQUIA

* AFECTA LA FOTOSINTESIS
*PERDIDA DE TURGENCIA Y AMARILLAMIENTO DE HOJAS

ESTRES POR SALINIDAD

* REDUCCION DEL CRECIMIENTO
*DANO CELULAR

ESTRES POR TEMPERATURAS EXTREMAS

* DANOS EN MEMBRANA CELULARES
* DANOS EN FUNCIONES ENZIMATICAS

Imagen 5. Tipos de estrés y sus efectos
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- Estrés por Sequia

El estrés hidrico es uno de los problemas mas comunes que afecta directamente la
fotosintesis, comprometiendo el rendimiento y la calidad de los cultivos. Los sintomas visibles
incluyen la pérdida de turgencia y el amarillamiento de las hojas. Bioestimulantes como
Actiwave y Wokozim, derivados de algas marinas, aumentan la acumulacién de compuestos
osmoticamente activos, ayudando a las plantas a mantener el balance hidrico y superar
periodos de sequia sin pérdida de rendimiento. Por ejemplo, el extracto de Ascophyllum
nodosum ha demostrado mejorar la tolerancia al estrés hidrico en brécoli y espinaca,
reduciendo el cierre estomatico y manteniendo niveles de clorofila bajo condiciones de estrés
(Franzoni et al., 2022).

- Estrés por Salinidad

El estrés salino afecta principalmente a cultivos en dareas costeras debido a la alta
concentracion de sales en el suelo o el agua de riego. Este estrés reduce el crecimiento y daia
las células, comprometiendo la productividad. Los bioestimulantes pueden aumentar la
tolerancia a la salinidad incrementando la concentracién de prolina, azlcares y compuestos
antioxidantes, aliviando asi los efectos del estrés salino. Hidrolizados de proteinas vegetales y
tratamientos con Azospirillum brasilense han mostrado mejorar la tolerancia a la salinidad y
aumentar el rendimiento en cultivos como la lechuga y los pimientos (Franzoni et al., 2022).

- Estrés por Temperaturas Extremas

Las bajas temperaturas, especialmente en primavera, pueden causar dafos significativos en
cultivos con floraciéon temprana. Bioestimulantes como BactorS13 y Flortis Micorrize han
demostrado contrarrestar la reduccidon del crecimiento bajo estrés por frio al aumentar
osmolitos y compuestos antioxidantes. Ademas, bioestimulantes basados en algas vy
aminoacidos pueden inducir proteccidn contra el frio mediante la acumulacién de sustancias
crioprotectoras. Las altas temperaturas alteran las membranas celulares y las funciones
enzimaticas, causando dafios. Los bioestimulantes pueden aumentar la capacidad de
absorciéon de agua y la acumulacién de sustancias protectoras de membranas, mejorando la
tolerancia al calor (Franzoni et al., 2022).

- Estrés por Deficiencias Nutricionales

Las deficiencias nutricionales pueden resultar de una gestién agrondmica incorrecta o
condiciones del suelo no éptimas. Los bioestimulantes pueden aumentar la biomasa radicular,
mejorando la capacidad de absorcién de nutrientes. Bioestimulantes como AminoPrim y
AminoHort han demostrado promover la absorcién de nutrientes incluso en bajas
concentraciones. Esto sugiere que todos los bioestimulantes que aumentan la biomasa
radicular pueden ayudar a mitigar los efectos de las deficiencias nutricionales dificiles de
manejar con la fertilizacion convencional (Franzoni et al., 2022).

1.7. Caracteristicas comunes de los bioestimulantes

Una designacion comun de bioestimulantes se justifica solo si las sustancias vy
microorganismos descritos comparten ciertas caracteristicas clave en cuanto a su naturaleza,
funciones y usos. Estas caracteristicas son fundamentales para cualquier definicién, ya que
proporcionan un marco coherente y estandarizado que puede ser utilizado por investigadores,
reguladores y profesionales del sector agricola. La falta de una definicién precisa podria llevar
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a confusiones y malentendidos, dificultando la correcta aplicacién y regulacion de estos
productos.

Los bioestimulantes se diferencian de otros productos agricolas como los fertilizantes y
pesticidas debido a sus modos de accidn Unicos y sus amplias aplicaciones. Mientras que los
fertilizantes proporcionan nutrientes esenciales directamente a las plantas y los pesticidas
protegen contra plagas y enfermedades, los bioestimulantes actian sobre los procesos
fisiologicos de las plantas para mejorar su crecimiento y resistencia al estrés. Esta distincién
es crucial para entender el papel especifico que los bioestimulantes pueden desempefiar en
la agricultura moderna, especialmente en contextos de sostenibilidad y eficiencia agricola.

A partir de la revision bibliografica, se pueden extraer las siguientes conclusiones que definen
las caracteristicas y el potencial de los bioestimulantes en el campo agricola (Patrick du Jardin,
2015).

Diversidad en la naturaleza: Los bioestimulantes abarcan tanto sustancias como
microorganismos. Las sustancias pueden ser compuestos Unicos, como la betaina de glicina, o
mezclas de compuestos de origen natural cuya composicidon y componentes bioactivos no
estdn completamente caracterizados, como los extractos de algas marinas. Aunque los
compuestos revisados son producidos naturalmente, no se deben excluir los compuestos
sintéticos, especialmente ciertos reguladores del crecimiento de las plantas, como los nitro-
fenolatos. Los inoculantes microbianos pueden contener cepas Unicas, como Bacillus subtilis,
o mezclas de microorganismos con efectos aditivos o sinérgicos. Segun la literatura cientifica
revisada por pares y la documentacion de las empresas, los bioestimulantes pueden referirse
a ingredientes bioactivos o a productos comercializados que los combinan, a menudo
anadiéndolos a fertilizantes o productos de proteccion de cultivos. Cualquier definicion
reglamentaria deberd aclarar si se cubren los ingredientes, los productos finales o ambos
(Patrick du Jardin, 2015).

- Funciones fisioldgicas diversas:

Las funciones fisioldgicas de los bioestimulantes abarcan una amplia gama de acciones sobre
los procesos de las plantas. Ejemplos de estas funciones incluyen la proteccion del aparato
fotosintético contra el fotodano y la iniciaciéon de raices laterales. Estas funciones estan
respaldadas por mecanismos celulares, como la eliminacion de oxigeno reactivo por
antioxidantes o el aumento de la sintesis de transportadores de auxinas. Estas funciones
fisiologicas y los mecanismos celulares subyacentes se pueden referir colectivamente como
"modos de accion" de los bioestimulantes. Estos modos de accidon explican las funciones
agricolas de los bioestimulantes, como una mayor tolerancia al estrés abiético o una mayor
eficiencia en el uso del nitrégeno. Estas funciones agricolas pueden traducirse en beneficios
econdmicos y ambientales: mayor rendimiento de cultivos, ahorro de fertilizantes, mayor
calidad y rentabilidad de los productos agricolas, y mejora de los servicios ecosistémicos
(Patrick du Jardin, 2015).

- Efectos demostrados cientificamente:

Todos los bioestimulantes convergen en al menos una o varias de las siguientes funciones
agricolas: mejoran la eficiencia nutricional, la tolerancia al estrés abidtico y/o las
caracteristicas de calidad del cultivo. Estas caracteristicas de calidad pueden incluir el valor
nutricional, el contenido de proteina del grano, la vida Util, entre otros. Estas acciones
convergentes deben ser la base de cualquier definiciéon de bioestimulantes. Aunque muchos
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bioestimulantes también estimulan la respuesta a patdégenos mediante elicitadores y
reguladores de genes de plantas, existe un consenso creciente entre reguladores y partes
interesadas para mantener separados la bioestimulacion y el biocontrol desde un punto de
vista reglamentario. Por lo tanto, el estrés bidtico queda fuera del alcance de la definicién
(Patrick du Jardin, 2015).

- Beneficios econdmicos y ambientales:

La definicion de estos beneficios depende de las politicas agricolas y ambientales, tanto en
términos de objetivos como de puntos finales de evaluacién. Aunque los incentivos para
desarrollar bioestimulantes estan vinculados a estos aspectos, no deben ser la base para una
definicion basada en la ciencia de los bioestimulantes (Patrick du Jardin, 2015).

En conclusion, cualquier definicion de bioestimulantes debe centrarse en sus funciones
agricolas, no en la naturaleza de sus componentes ni en sus modos de accidn, tal como se han
definido anteriormente.

1.8. Normativa

La regulacion de los bioestimulantes presenta actualmente una notable complejidad,
principalmente debido a la falta de un marco especifico y armonizado tanto en la Unidén
Europea (UE) como en los Estados Unidos. Esta situacidn se deriva, en gran medida, de la
carencia de una definicidon formal y de la aceptacidén del concepto por parte de las entidades
reguladoras.

En Europa, los bioestimulantes se introducen en el mercado siguiendo principalmente dos
vias: las regulaciones nacionales sobre fertilizantes o la legislacion europea de pesticidas. La
regulacion de la CE N.2 1107/2009 sobre productos fitosanitarios es aplicable a todas las
categorias de bioestimulantes, dado que la definicion amplia de productos fitosanitarios
incluye cualquier sustancia que influya en los procesos vitales de las plantas, excepto como
nutriente. Por ello, desde una perspectiva regulatoria estricta, los bioestimulantes se
consideran productos fitosanitarios. Sin embargo, los procedimientos para registrar productos
fitosanitarios son prolongados y costosos, lo que representa un desafio, especialmente para
las pequefias y medianas empresas que desarrollan bioestimulantes. Considerando que la
mejora de la nutricion y el crecimiento de las plantas son los principales objetivos de los
bioestimulantes, muchas empresas optan por la via de los fertilizantes a nivel nacional. No
obstante, la regulacion de la CE N.2 2003/2003 sobre fertilizantes tiene una definicidn
restrictiva que no incluye a los bioestimulantes, ya que estos no cumplen con la funcién
principal de proporcionar nutrientes a las plantas. Aunque se han realizado enmiendas para
incluir algunos aditivos de fertilizantes que mejoran su rendimiento, este proceso es
demasiado laborioso para aplicarse a todos los bioestimulantes (du Jardin, 2015).

En Estados Unidos, la situacion es similar a la de Europa, con la falta de una definicién
aprobada de bioestimulantes y la falta de armonizacién entre los 50 estados. Se utilizan leyes
de fertilizantes a nivel estatal para la comercializacion de ciertos bioestimulantes, mientras
que se trabaja en conjunto entre partes interesadas, representantes de organismos
reguladores y agencias federales para mejorar la certeza legal que rodea a los bioestimulantes.
Es probable que algunos bioestimulantes caigan bajo la jurisdiccion de la Agencia de
Proteccién Ambiental (EPA), mientras que otros se registren como fertilizantes o enmiendas
del suelo a nivel estatal.
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La Ultima directiva europea, REGULACION (UE) 2019/1009, establece estandares uniformes de
seguridad para la seguridad, calidad y requisitos de etiquetado de productos fertilizantes.
Introduce limites en contaminantes toxicos y microorganismos patdgenos, garantizando asi
un alto nivel de proteccion del suelo y reduciendo los riesgos tanto para la salud humana como
para el medio ambiente. Dependiendo de la categoria del producto, también exige un
contenido minimo de nutrientes y otras caracteristicas relevantes. La evaluacion de
conformidad de los productos fertilizantes de la UE debe realizarse de manera confiable y
reproducible. Ademas, permite a los productores modificar sus procesos de fabricacién para
cumplir con los nuevos limites. La regulacion abarca siete categorias de productos fertilizantes,
a saber (UE, 2019):

1. Fertilizantes, tales como:
a. Fertilizantes inorganicos
b. Fertilizantes organo-minerales*
c. Fertilizantes organicos*

2. Enmiendas del suelo*

3. Enmiendas de caliza

4. Sustratos de cultivo*

5. Inhibidores*

6. Bioestimulantes vegetales*

7. Mezclas de fertilizantes

(*No estaban incluidos previamente en las normas de armonizacion).

Los componentes regulados que deben declararse son la humedad, nitrégeno (N), fésforo (P),
potasio (K), calcio (Ca), magnesio (Mg), sodio (Na), azufre (S), carbono orgéanico (Corg), cadmio
(Cd), cromo hexavalente (Cr VI), mercurio (Hg), arsénico (As), niquel (Ni), plomo (Pb), cobre
(Cu), zinc (Zn), Salmonella spp., Escherichia coli o Enterococcaceae; los limites o
concentraciones minimas dependen de la categoria del producto.

Esta normativa también clasifica los componentes de los materiales (CMC) en once grupos
diferentes, y posiblemente exista una laguna en la definicién si las microalgas entran en alguno
de estos grupos, ya que generalmente solo se habla de algas y cianobacterias, pero no se
define si las microalgas estan dentro de lo que significa por algas o solo las macroalgas. Esta
laguna se cerraria parcialmente cuando se aprueben la nueva directiva en ECONOMIA AZUL -
HACIA UN SECTOR DE ALGAS DE LA UE FUERTE Y SOSTENIBLE y la Directiva de Marco de
Residuos (WFD). Donde se indicard que la produccién de algas puede integrarse en otras
actividades industriales, como el tratamiento de aguas residuales y la captura de CO2
industrial. También facilitara el uso de materiales recuperados de algas cultivadas en residuos
o de algas que tengan ellas mismas un estatus de residuo en la producciéon de productos
fertilizantes de la UE. En este sentido, los productos relevantes de algas pueden cumplir con
los criterios de fin de residuo, que se espera que se revisen a fines de 2023.

En Espafia, la legislacion mas reciente y actual es el Real Decreto 999/2017, en esta legislacion,
los tipos de fertilizantes se categorizan de manera diferente, utilizando las siguientes
clasificaciones:

- Grupo 1: Fertilizantes inorganicos nacionales.
- Grupo 2: Fertilizantes organicos.
- Grupo 3: Fertilizantes organo-minerales.
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- Grupo 4: Otros fertilizantes y productos uUnicos.
- Grupo 5: Enmiendas de caliza.

- Grupo 6: Enmiendas organicas.

- Grupo 7: Otras enmiendas.

En estas categorizaciones, hay algunas donde hay una laguna y las microalgas pueden estar
bajo sus caracteristicas. Y hay algunos requisitos especiales cuando se aplica algas puras, pero
es cuando es solo un tipo de alga cultivada en un sustrato regulado. Entonces, la principal
categorizacion donde se podria introducir las microalgas como fertilizante es en los
fertilizantes orgdnicos. También existe un Anexo V en este decreto que indica los pardmetros
gue deben medirse para los productos fertilizantes fabricados utilizando residuos y otros
componentes organicos. Estos son los siguientes:

- Porcentaje de nitrégeno organico (al menos el 85% del nitrégeno total)

- Humedad (maximo 14%)

- Granulometria (el 90% del producto fertilizante debe pasar por un tamiz de 10 mm a
menos que se especifique una figura diferente en la especificacidon del tipo. Este
requisito no se aplica a productos granulados o pelletizados industrialmente).

- Limite maximo de microorganismos: Salmonella: Ausente en 25 g de producto
terminado y Escherichia coli: <1000 niumero mas probable (NMP) por gramo de
producto terminado.

- Limite maximo de metales pesados: no debe exceder el contenido de metales pesados
indicado en la siguiente tabla, dependiendo de si pertenecen a la Clase A, B o C:

Tabla 1 Limites de concentracién de metales pesados en fertilizantes segun el anexo V del Real
Decreto 999/2017 (Ministerio de la presidencia, 2017)

Clase A: Productos fertilizantes cuyo contenido de metales pesados no excede ninguno de los

Limite de concentracion
Metales
pesados (Solidos: mg/kg en materia seca)
Liquidos: mg/kg
Clase A Clase B Clase C
] 0.7 2 3
Cadmio
70 300 400
Cobre
] 25 a0 100
Niquel
45 150 100
Plomo
i 200 500 1000
Zinc
, 0.4 1.5 2.5
Mercurio
70 250 300
Cromo
No No No
Cromo VI detectable detectable detectable
acorde al acorde al acorde al
método método método
oficial oficial oficial

Tabla 1. Limite de concentracion de metales pesados en fertilizantes

valores en la columna A.
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Clase B: Productos fertilizantes cuyo contenido de metales pesados no excede ninguno de los
valores en la columna B.

Clase C: Productos fertilizantes cuyo contenido de metales pesados no excede ninguno de los
valores en la columna C.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio es evaluar la capacidad de diferentes pretratamientos de
biomasa de microalgas procedentes de las AR para la produccién de biofertilizante y
bioestimulante.
Para ello se plantean los siguientes objetivos especificos:

e Realizar una revision bibliografica sobre el uso de microalgas como bioestimulantes.

e Cultivar y cosechar biomasa de microalgas en agua residual urbana.

e Pretratar y caracterizar la biomasa utilizando diferentes métodos: congelacidn,
homogenizacién mecanica (sonicado) y liofilizacidn.

e Monitorear y registrar el crecimiento de las plantaciones de Ocimum basilicum tras la
aplicacion de la biomasa.

e Analizar variables fisicas y nutricionales en las plantaciones de Ocimum basilicum
segun los diferentes tratamientos de la biomasa y tipos de sustratos.

e Evaluar el efecto de los diferentes métodos de tratamiento de la biomasa en el
rendimiento de las plantas de Ocimum basilicum.

e Evaluar la efectividad de la biomasa como biofertilizante y bioestimulante en
plantaciones de Ocimum basilicum en distintos tipos de sustratos.

e Comparar la eficiencia de la biomasa pretratada de microalgas aplicada a diferentes
tipos de sustratos utilizando métodos estadisticos para determinar la significancia de
las diferencias observadas entre los tratamientos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefo de experimento:

Para evaluar la biomasa algal cultivada en agua residual urbana, se lleva a cabo un disefio
experimental que nos permite investigar su utilidad como biofertilizante y también investigar
si los diferentes tratamientos a la biomasa ofrecen mejoras en sus resultados. Finalmente, se
busca determinar si existen diferencias significativas que puedan catalogar algun tratamiento
como bioestimulante.

Variables de disefio
- Blanco
. - Biofertilizante congelado
Pretratamientos . . .
- Biofertilizante sonicado
- Biofertilizante liofilizado
Especie cultivada Albahaca (Ocimum basilicum L.)
Sustrato utilizado Normalizado (SPHAGNUM) Suelo real
Replicas 3 repicas por tratamiento
Dosis Biofertilizante 200 kgN/hm?2
Tasa de riego 20-40 ml de agua diarios
Cantidad de semillas .
. 5 semillas
por replica
Periodo de observacién | 8 semanas
Ciclo luz: oscuridad 14:10

Tabla 2. Resumen disefio de experimento

El experimento se llevd a cabo en dos fases distintas, diferenciadas Unicamente por el tipo de
sustrato utilizado en cada una. En la primera fase, se empleé SPHAGNUM, un tipo de musgo
conocido por su capacidad para retener agua y nutrientes, proporcionando un entorno éptimo
para el crecimiento inicial de las plantulas. Esta eleccidn buscaba maximizar el potencial de
absorcion de los fertilizantes aplicados, observar su efecto en condiciones ideales y poder
comparar los resultados con estudios existentes y con la segunda fase del experimento.

Para la segunda fase, se utilizé un suelo real. Este tipo de sustrato representa un desafio mayor
para el crecimiento de las plantas, permitiendo evaluar la eficacia de los diferentes
fertilizantes y tratamientos en condiciones menos contralada.

En disefio se planifica para evaluar cuatro tratamientos diferentes: 1) Blanco (Control), 2)
Biofertilizante congelado, 3) Biofertilizante sonicado, y 4) Biofertilizante liofilizado.

El ensayo se llevd a cabo con semillas de Albahaca (Ocimum basilicum L.) en las instalaciones
del Laboratorio IIAMA. Se utilizaron macetas con las siguientes caracteristicas: didmetro de
11,5 cm, drea de siembra de 103,87 cm?, profundidad de 10,50 cm y un volumen de 1,09 litros.

La dosis de biofertilizante aplicada en cada caso fue de 200 kgN/hm2. Esta cantidad se
seleccioné basandose en la investigacidon previa disponible en la literatura cientifica. (Alvarez-
Gonzalez, 2022)

Para cada fase se empled un periodo de observacion de 8 semanas lo que se traduce a
aproximadamente a 56 dias durante los meses de Abril y Junio de 2024. Durante este tiempo,
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el experimento se desarrolld, bajo condiciones de luz natural con un ciclo de luz:oscuridad de
14:10 (correspondiente al fotoperiodo natural durante esta época del afio).

Se realizaron mediciones y andlisis periddicos del largo y grosor del tallo para evaluar el efecto
de los tratamientos en las variables de interés.

Se realizaron en todos los tratamientos tres réplicas, y cada réplica contenia 5 semillas que se
convertirian en brotes para ser observados.

El riego se realizd a una tasa de 20-40 ml diarios. El riego se suministrd diariamente y la
cantidad de agua se ajusté semanalmente para evitar déficits de agua mientras se lograba un
drenaje minimo para prevenir la pérdida de nutrientes por lixiviacidon. La humedad del suelo
se registré durante todo el periodo experimental, manteniéndola en el rango de 50-60%.

La profundidad de aplicacion del biofertilizante fue de 30 mm en todos los casos, mientras que
la profundidad de siembra de la semilla fue de 3 veces el didmetro de la semilla, segun las
instrucciones del empaque.

La configuracién de cada fase del experimento fue la misma y seguian el siguiente esquema:

Imagen 6. Esquema de plantacion

3.2. Biomasa de microalgas

La biomasa procede de un cultivo de microalgas con agua residual procedente del decantador
primario de la EDAR del Carraixet (Alboraya, Valencia). El cultivo estuvo compuesto
principalmente de microalgas género Scenedesmus.

La caracterizacion del efluente utilizado para el cultivo se muestra en la siguiente tabla:

Parametro Decantador primario
NT (mg N/L) 26,6 + 4,81

P-PO4 (mg P/L) 6,06 * 2,52

DQO (mg/L) 278,5 £ 4,95

B. E.Coli (ud/ml) 42000 +1414,21

Tabla 3. Caracterizacion efluente.

El cultivo se desarrolld en 2 fotobiorreactores a escala de laboratorio, con un volumen de
trabajo de 8 L (didmetro interno de 20 cm) en bathc. El cultivo fue aireado mediante cuatro
difusores de burbujas finas colocados en la parte inferior para lograr una homogeneizacion
adecuada y evitar la formacidn de biofilm en las paredes. La iluminacién fue proporcionada
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por tres lamparas LED blancas frias, con una intensidad luminica promedio de 92 + 20 umol-m-
2:s-1 medida en la superficie del reactor en 12 puntos diferentes.

|
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Imagen 8. Esquema de fotobiorreactores

Imagen 7. Imdgenes del cultivo

El cultivo se llevé a cabo durante los meses febrero a abril de 2024, tiempo necesario para
cultivar la cantidad de biomasa algal requerida segun el disefo experimental. La duracién de
cada cultivo fue de 5 + 1 dia, asegurando asi la eliminacion de la bacteria E. coli. Durante todo
el proceso, se realizé un monitoreo manual del pH del cultivo de microalgas para mantenerlo
dentro del rango éptimode 6 a 7.

Una vez alcanzado el tiempo de retencidn se centrifugd el cultivo para separar la biomasa del
agua y realizar el analisis y tratamiento del biofertilizante.

3.3. Tratamientos de la biomasa

3.3.1. Centrifugado

El cultivo de microalgas se sometié a proceso de centrifugacién enalicuota de 50 mL en tubos
de centrifuga, a 6.000 RPM por 4 minutos. (ThermoFisher Scientific- Laboratory Centrifuge-
2016).

Imagen 9. Centrifugadora ThermoFisher Scientific
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3.3.2. Tratamiento 1. Congelado:

El inicio del proceso de congelado de la biomasa de microalga dependia de las condiciones de
produccién, entre ellas el tiempo de retencién en los fotobiorreactores. El objetivo principal
de este pretratamiento era romper las células mediante una congelacion gradual y controlada,
permitiendo asi la liberacidén de los contenidos celulares. Para ello, la biomasa concentrada se
almacend a —20°C durante 49 + 18,5 dias.

3.3.3. Tratamiento 2. Homogeneizacion mecanica (Sonicado):

La homogeneizacidn mecanica de la biomasa algal consisto en descomponer y mezclar
uniformemente las particulas de la muestra para crear una solucién homogénea. Este proceso
sirve para reducir el tamano de las microalgas, mejorando la solubilidad y la biodisponibilidad
de ciertos compuestos dentro de la misma (Lee et al., 2017).

Este pretratamiento se realiza después del proceso de centrifugado. La homogeneizacién de
la biomasa se realizdé durante 5 minutos a 25,000 RPM (Ultra Turax), garantizando una
preparacion optima del material. Posteriormente, el producto se almacend en las mismas
condiciones descritas que en el proceso de congelado hasta su utilizacién en el cultivo.

La sonicadora que se ha utilizado es la Ultra Turax T 25.

Imagen 10. Ultra Turax T 25

3.3.4. Tratamiento 3: Liofilizacion:

La liofilizacion, el tercer proceso de tratamiento aplicado a la biomasa de microalgas, es un
método de deshidratacion que elimina el agua mediante sublimacidn de la biomasa congelada
(Su ,2024). Este pretratamiento se elige por su capacidad para preservar la masa celular y los
nutrientes de las algas.

Durante el proceso, la biomasa se congela a -40°C durante aproximadamente 24 horas, luego
se somete a un vacio de aproximadamente 100 mTorr para facilitar la sublimacién del agua.
La temperatura del condensador se mantiene a -50°C para condensar el vapor de agua
sublimado. Estas condiciones generan un producto final ligero y facil de almacenar,
conservando las propiedades nutricionales de las algas durante periodos prolongados (Su
,2024).
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Imagen 11. Liofilizador

3.4. Caracterizacion del suelo

El suelo utilizado para la fase dos del experimento fue obtenido de la regién local de Alzira,
Valencia (39° 06' 18" N, 0° 21' 34" W). A continuacién se muestran las principales
caracteristicas del suelo:

Caracteristica
Textura Franco Arcilloso
Ph 6,66
Conductividad | 0.210 mS

Tabla 4. Caracteristicas del suelo

Imagen 12. Suelo

3.5. Medidas analiticas y métodos
3.5.1. Ensayos en plantas:

Mediciones durante el tiempo de observacién (56 dias):

Parametro Unidades
Longitud del tallo mm
Grosor del tallo mm
Numero de hojas ne

Dia de germinacion dia

Tabla 5. Parametros medidos durante tiempo de observacion
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Mediciones al final del periodo de observacion:

CAMiNas

Parametro Unidades
Longitud del tallo mm
Grosor del tallo mm
Numero de hojas ne
Dia de germinacion dia
Longitud de las raices y de las
. . . mm
hojas mas altas extendidas
Longitud de las hojas mas altas
. mm
extendidas
Peso fresco y seco g
Contenido de clorofila en me g1
tejido foliar g8
Concentracion de nitrégeno
.. . % N
en tejido foliar
Concentracion de fosforo en
.. . % P
tejido foliar

Tabla 6. Parametros medidos al final del tiempo de observacion

ESCUELA TECNICA SUPERIOR
DE INGENIEROS DE CAMINOS,
CANALES Y PUERTOS

Durante el periodo de observacion, se midieron varios parametros de crecimiento de las
plantas de albahaca, (tabla 6)). Estos datos fueron registrados para cada planta durante el
estudio para monitorizar su desarrollo.

Después del periodo de observacidn inicial, se realizaron nuevas mediciones para obtener una
evaluacién completa del crecimiento de las plantas. (tabla xx) Estas mediciones permitieron
evaluar la biomasa y el rendimiento de las plantas tratadas con biofertilizante de microalgas.

Se realizaron analisis adicionales al finalizar el experimento, se incluyé un analisis del
contenido de clorofila en las hojas de las plantas y el andlisis de la concentracidon de
macronutrientes, especificamente el nitrogeno y el fosforo, comparando los resultados
obtenidos en los diferentes tratamientos, para evaluar la actividad fotosintética.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado, se presentan los resultados obtenidos a lo largo del experimento. Se
comenzara con el andlisis de la caracterizacién y preparacién de la biomasa de microalgas
mediante diferentes métodos (congelacion, homogenizacion mecanica (sonicado) y
liofilizacion), detallando sus caracteristicas fisicas y quimicas, incluyendo composicién
nutricional y estructura celular.

Luego se describiran los resultados del monitoreo del crecimiento de las plantaciones de
Ocimum basilicum tras la aplicacién de la biomasa tratada, evaluando pardmetros como
altura, nimero de hojas, desarrollo radicular y composicién nutricional general de las plantas.

Finalmente, se discutird el efecto de la biomasa tratada de microalgas como biofertilizante y
bioestimulante en plantaciones de Ocimum basilicum en diferentes sustratos. Se comparara
el rendimiento vegetal y la absorcién de nutrientes, empleando analisis estadisticos para
determinar la significancia de las diferencias observadas entre los tratamientos aplicados.

4.1. Caracterizacién y dosificacion del biofertilizante

Para determinar la dosis del biofertilizante que se debe afiadir a cada tratamiento y replica, se
llevé a cabo una caracterizacion del biofertilizante de partida en términos de sdélidos y
contenido de nutrientes (Tabla 7).

Imagen 13. Biofertilizante

Las caracteristicas del biofertilizante obtenido se muestran en la siguiente tabla:

Parametro Valor

SS (mg/L) 112.145,45
%SS 10,83

NT (mg/L) 3.218,05
%N MD 2,87

P-PO4 (mg/L) 415,50

%P MD 0.37

N:P 8:1

Tabla 7. Caracterizacion del biofertilizante obtenido

Como se puede observar el contenido de nitrégeno obtenido en la biomasa cumple con la
normativa actual que exige un contenido minimo del 2% para fertilizantes organicos(Real
Decreto 506/2013,). Ademas, acorde a lo planteado por Park et al. (2011), que reportd que la
relacion N:P en la biomasa de microalgas en sistemas de tratamiento de AR puede variar de
4:1 a 40:1, dependiendo de la especie y la disponibilidad de nutrientes, en este estudio, se
obtuvo una relacion N:P de 8:1, que se encuentra dentro del rango mencionado,
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Este analisis detallado permite calcular la cantidad exacta de biofertilizante necesaria para
cumplir con una dosis de 200 kgN/hm?, valor seleccionado en base a la revision de la literatura
cientifica disponible (Alvarez-Gonzalez et al., 2022).

A continuacién se muestran las cantidades necesarias de cada tipo de biofertilizante en dosis
de 200kgN/hm?2 (Tabla 8).

Tratamiento Dosis por
maceta
Blanco -
Biofertilizante Congelado 7,24 ¢
Biofertilizante Sonicado 7,24 ¢
Biofertilizante Liofilizado 0,78 g

Tabla 8. Dosificacion de biofertilizante por maceta

Imagen 14. Aspecto visual dosificacion. Fase 1.

En funcién de las caracteristicas de las macetas y la dosis de biofertilizante seleccionado, se
establecié una dosis de 207,74 mg de N por maceta para cada tratamiento con biofertilizante.
Para alcanzar esta dosis, tanto en el caso del biofertilizante congelado como del sonicado, se
aplicaron 7,24 g de biofertilizante por maceta. En cuanto al biofertilizante liofilizado, se utilizé
una cantidad de 0,7840 g, teniendo en cuenta que los sdlidos representaban el 10,83% del
biofertilizante fresco.

4.2. Efectos en la germinacion

Se uso la tasa de germinacién de los distintos tratamientos como un indicador inicial. para
comparar los efectos de los tratamientos con biofertilizante de microalgas en la germinacion
de semillas de albahacay, luego, explorar otros parametros de crecimiento de las plantas bajo
los mismos efectos.

0% 200 40 0% 60.0% B0% 100 0% 120 0%

SFASL] WmFASE2

Imagen 15 Grafica tasa de crecimiento. Fase 1 (SPHAGNUM) y Fase 2 (Suelo real).
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. Semillas . Tasa de germinacion
Tratamientos Germinaciones ..
sembradas (fraccion)
BLANCO 15 10 0,66 £0,48 a
CONGELADO 15 12 0,8+0,43a
SONICAD 15 15 1+0,00a
LIOFILIZADO 15 10 0,66+0,48 a

Tabla 9. Datos de germinacion. Fase 1.

Imagen 16. Visualizacion de todos los brotes germinados. Fase 1. Dia 20 de observacion.

. Semillas . Tasa de germinacion
Tratamientos Germinaciones ..
sembradas (fraccion)
BLANCO 15 13 0,87+0,35a
CONGELADO 15 11 0,73+0,45a
SONICADO 15 12 0,8+0,41a
LIOFILIZADO 15 9 0,60+0,51a

Tabla 10. Datos de germinacion. Fase 2.

]

e —
[y .

J a3

R s N L sy
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Imagen 17. Visualizacion de todos los brotes germinados. Fase 2. Dia 17 de observacion

Los datos presentados para la tasa de germinacién en la fase 1 (Tabla 9), muestran que los
distintos tratamientos aplicados no ejercen un impacto significativo en el proceso de
germinacién de las semillas de albahaca (p-Valor = 0,087, prueba ANOVA). Aunque se observa
gue el grupo "Sonicado" exhibe la tasa de germinacién mas alta, con un promedio de 1,00,
seguido por el grupo "Congelado", cuyo promedio alcanza 0.80, los grupos "Blanco" vy
"Liofilizado" muestran los promedios mdas bajos en comparacidon. Sin embargo, estas
disparidades podrian atribuirse a factores como la calidad de las semillas, el tipo de sustrato
utilizado, la humedad del ambiente, entre otros parametros fisicos conocidos por influir en el

proceso de germinacion.
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Los datos presentado para la tasa de germinacion en la fase 2 (Tabla 10) suponen que los
diferentes tratamientos aplicados no influyen significativamente en el proceso de germinacién
de las semillas de albahaca en condiciones de suelo real (p-Valor = 0,39, prueba ANOVA).).
Aunque se observa la tasa de germinacién mas alta en el grupo "Blanco", con un promedio de
0,87, seguido por "Sonicado" y "Congelado" con tasas de germinacién de 0,8 y 0,73,
respectivamente. Por otro lado, el grupo "Liofilizado" exhibe la tasa de germinacién mas baja,
con un promedio de 0,60. Vale la pena considerar que estas disparidades pueden ser
atribuibles a diversos factores, como la calidad de las semillas, las caracteristicas del sustrato
y las condiciones ambientales. Ademas, el cambio del sustrato a Suelo real puede ser un factor
relevante que influya en los resultados de germinacidn, si los comparamos con los resultados
obtenidos en la primera fase.

4.3. Efectos de la fertilizacién en el crecimiento de las plantas

A continuacién, se analizan los efectos de la fertilizacién aplicada en el crecimiento de los
cultivos de Ocimum basilicum. Se estudiara el efectos en variables importantes como la altura
de las plantas, la biomasa vegetal y otros indicadores que reflejan la salud y el vigor de Ia
albahaca.

4.3.1. Andlisis de las variables observadas durante el tiempo de experimento.

Analisis Fase 1:

Los resultados de analizar el crecimiento continuo de la longitud del tallo fueron los siguientes:
’-‘

g
2%e

Imagen 18. Comparativa visual brote por tratamiento. Fase 1.
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Imagen 19. Grdfico de tendencia de crecimiento de plantas. Fase 1.
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Comparando los tratamientos, se observa que el tratamiento control (blanco) presenta el
crecimiento mas lento, después de los primeros 20 dias (yB= 0.0081x? + 0.6389x + 4.2968).
entre los diferentes tratamientos, el sonicado se destaca por tener la mayor tasa de
crecimiento durante los primeros 40 dias (yS = 0.0297x? + 0.842x + 5.8879). Ademads, la alta
bondad del ajuste de las lineas de tendencia polindmicas denota que los modelos cuadraticos
son apropiados para describir el crecimiento observado.

La grafica indica que la aplicacién de diferentes tipos de biofertilizantes promueve un mayor
crecimiento en la longitud del tallo en comparacién con el tratamiento de control. Ademas,
entre los distintos tratamientos, el sonicado produce los mejores rendimientos, lo que
demuestra que tiene un efecto fertilizante superior en términos generales.

Anadlisis Fase 2
=
& <«

Imagen 20. Comparativa visual brote por tratamiento. Fase 2.
250
200

5 yB = 0.0398&x" + 0.8384x
150

= R = 0.9866
- o -
2 - yC = 0.0254¢% +1.1161x%
2 100 o ? ! «0.993
= yS«0.0247x" + 114559
50 § 4 R = 0.9975
v e yL = 0.0098x" + 1.3186x
R' = 09927
0
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MEDW LOFILIZADO Poly. IMEDIA BLANCO) Poly. (MEDW CONGELADO)
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Imagen 21. Grdfico de tendencia de crecimiento de plantas. Fase 2.

Al comparar los diferentes tratamientos de la fase 2, mostraron un aumento notable en la
velocidad de crecimiento, especialmente después de los primeros 20 dias, se observé que el
tratamiento control (blanco) tuvo un crecimiento mas lento en comparacidon con otros
tratamientos como la congelacién y el sonicado aplicados al biofertilizante. Sin embargo, en
comparacion con el tratamiento de liofilizacién, el control mostré ser mas eficiente y presenté
un crecimiento algo mas rapido.

El tratamiento de control mostré una tasa de crecimiento superior en la fase 2 (yB = 0.0198x?
+ 0.8884x) a la observada en la fase 1 (yB= 0.0081x? + 0.6389x + 4.2968), lo que indica una
influencia del sustrato en la tasa de crecimiento, siendo el valor para este caso positiva a favor
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de la fase 2. Los demds tratamientos presentaron tasas de crecimiento similares a las
obtenidas en la fase 1; sin embargo, el fertilizante liofilizado no mostré tendencias de
crecimiento consistentes, lo que indica que los efectos fertilizantes de este tratamiento estan
vinculados a las caracteristicas del sustrato.

4.3.2. Variables al final del experimento.

En esta seccidon, se examinan las variables al final del experimento. Se analizaran aspectos
como la altura de las plantas, el nUmero y tamafio de las hojas, asi como cualquier otra métrica
relevante que pueda ofrecer insights sobre el desarrollo y la respuesta de Ocimum basilicum
bajo las condiciones especificas el experimento.

4.3.2.1. Andlisis de variables fisicas.

Resultados Fase 1:

En las siguientes imdgenes se puede observar las diferencias visuales que presentaron los
distintos tratamientos en la fase 1:

Imagen 22. Imdgenes del cultivo de los diferentes tratamientos por replicas. Fase 1. Siguiendo esquema imagen 10.

A continuacidn se presentan los resultados y andlisis de los datos fisicos y agrondmico
obtenidos al final del periodo de observacidn, para determinar si hay diferencias significativas
en los parametros observados.
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Imagen 23. Longitud raices (A), longitud de tallo (B), longitud largo de hojas (C), longitud ancho de hojas (D), numero de hojas
(E), grosor de tallo (F), % de agua de las plantas (G), peso fresco (H) y peso seco () (n = 24) de plantas de albahaca cultivadas
en SPHAGNUM con diferentes tratamientos de fertilizacion: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y
fertilizante liofilizado. Las barras de error corresponden al error estdndar de la media. Letras diferentes indican diferencias
significativas (a < 0.10) segun la prueba post hoc de Tukey.

Los resultados presentados (imagen 23) reflejan el andlisis de las variables relacionadas con el
rendimiento del crecimiento de las plantas. De las nueve variables evaluadas, cinco muestran
diferencias significativas para los diferentes biofertilizantes aplicados (longitud del tallo,
numero de hojas, grosor del tallo, peso fresco y peso seco), lo que sugiere que los diferentes
tratamientos presentan mejoras importantes en comparacion con el control. En particular,
tres de estas cinco variables indican diferencias significativas a favor del tratamiento sonicado.
Esto apunta a que el tratamiento sonicado es especialmente eficaz, proporcionando los
mejores resultados en términos de rendimiento.

En términos de longitud de raices, la media de los diferentes tratamientos varié entre 39 y 56
mm, sin diferencias significativas, excepto el liofilizado, debido a la variabilidad en los
resultados. Esto supone que los biofertilizantes aplicados no mejoran significativamente el
crecimiento de las raices.
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La longitud del tallo fue significativamente mayor en todos los tratamientos en comparacién
con el control, posiblemente debido a una mejor absorcion de nutrientes o cambios en la
estructura celular inducidos por los tratamientos. En particular, el tratamiento con sonicado
mostro resultados destacados. Esto puede atribuirse a que el biofertilizante sonicado, con sus
particulas mas finas, facilita la mineralizacion del nitrégeno inorgdnico y la disponibilidad de
otros nutrientes presentes en la biomasa. Este proceso es crucial, ya que permite que los
nutrientes sean absorbidos mads eficientemente por las plantas (Jimenez et al., 2020; Suleiman
et al., 2020). Sin embargo, la longitud y ancho de la hoja mas alta no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos.

El nimero de hojas fue significativamente mayor en todos los tratamientos en comparacién
con el control, mostrando una mayor proliferacion foliar bajo estas condiciones,
probablemente debido a una mejor disponibilidad de nutrientes inducidos por los
tratamientos.

El grosor del tallo también mostré un aumento significativo en los tratamientos Congelado,
Sonicado y Liofilizado en comparacién con el control, revelando que estos métodos pueden
fortalecer la estructura del tallo, aumentando su capacidad para soportar un mayor
crecimiento vegetativo. Aunque no se observaron diferencias significativas en el porcentaje
de agua en las plantas entre los tratamientos, el peso fresco y seco de las plantas fue
notablemente afectado.

El control mostré un peso fresco significativamente menor, lo que sefiala que estos
tratamientos promueven la absorcidn de agua y nutrientes del medio. El tratamiento sonicado
presentd el mayor peso fresco, indicando un mayor crecimiento vegetativo bajo esta
condicién.

En términos de peso seco, el tratamiento sonicado mostrd diferencias significativas en
comparacion con el control. Estos resultados sugieren que los tratamientos fisicos, como la
sonicacidn y la liofilizacién, pueden promover ciertos aspectos del crecimiento de las plantas,
como el alargamiento del tallo y la proliferacion foliar. Sin embargo, la liofilizacién puede ser
menos eficiente en comparacién con tratamientos como el congelado.

Resultados Fase 2:

En las siguientes imdgenes se puede observar las diferencias visuales que presentaron los
distintos tratamientos en la fase 2:

T T — L

Imagen 24. Imdgenes del cultivo de los diferentes tratamientos por replicas. Fase 2. Siguiendo esquema imagen 10.

A continuacion se presentan los resultados y analisis de los datos fisicos y agronémicos
obtenidos al final del periodo de observacidn, para determinar si hay diferencias significativas
en los parametros observados.
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Imagen 25.. Longitud raices (A), longitud de tallo (B), longitud largo de hojas (C), longitud ancho de hojas (D), nimero de hojas
(E), grosor de tallo (F), % de agua de la planta (G), peso fresco (H) y peso seco (1) (n = 23) de plantas de albahaca cultivadas en
Suelo con diferentes tratamientos de fertilizacion: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y fertilizante
liofilizado. Las barras de error corresponden al error estdandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas

(a0 < 0.10) segtin la prueba post hoc de Tukey.

39



(%) e ey CAMINAS s siows srmes
dEnginyeria ETSE-UV upv :

CANALES Y PUERTOS

Los resultados presentados (Imagen 25) reflejan el analisis de las variables relacionadas con el
rendimiento del crecimiento de las plantas. De las nueve variables evaluadas, cinco muestran
diferencias significativas para los diferentes biofertilizantes aplicados (ancho y largo de las
hojas, grosor del tallo, % de agua de las plantas y peso fresco), lo que muestra que los
diferentes tratamientos presentan mejoras importantes en comparacién con el control. En
particular, tres de estas cinco variables indican diferencias significativas a favor del
tratamiento congelado. Por lo tanto, se puede inferir que la aplicacion de biofertilizantes
congelado promueve un crecimiento mas eficiente y robusto de las plantas en comparacion
con otros tratamientos y el control.

Por el contrario, en términos de longitud de raices y longitud del tallo, los tratamientos no
presentaron diferencias significativas. Esto indica que los diferentes biofertilizantes aplicados
no generan mejoras notables en el crecimiento de las raices y rendimiento vertical de las
plantas.

Se observaron diferencias significativas en la longitud y el ancho de la hoja mas alta entre los
tratamientos, destacando el tratamiento congelado como el mas efectivo.

El nimero de hojas no mostré diferencias significativas entre los diferentes tratamientos y el
grupo de control. Esto sugiere que, en términos de cantidad de hojas producidas, los
tratamientos no presentaron un impacto notable en comparacién con las condiciones
estandar del control experimental.

El grosor del tallo mostré un aumento significativo en el tratamiento Sonicado (10.85 mm) en
comparacion con el control (1.45 mm). Este hallazgo supone que el proceso de sonicaciéon
puede fortalecer la estructura del tallo, potenciando su capacidad para soportar un mayor
crecimiento vegetativo de manera efectiva.

Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de agua entre los tratamientos, vy el
peso fresco de las plantas. El grupo de control (Blanco) mostré un menor porcentaje de agua
y peso fresco en comparacion con el tratamiento de sonicado, lo que insinta que este método
promueve la absorciéon de agua y nutrientes del medio. Especificamente, el tratamiento
sonicado exhibié el mayor peso fresco, indicando un incremento significativo en el crecimiento
vegetativo bajo estas condiciones.

En términos de peso seco, los diferentes tratamientos no mostraron diferencias significativas
en comparacién con el grupo de control. Esto sugiere que, en cuanto a la masa seca de las
plantas, los tratamientos no presentaron un efecto discernible que pudiera atribuirse a
variables distintas a las condiciones estandar del control experimental.
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4.3.2.2. Analisis de contenido de clorofila.

Resultados Fase 1:

En la fase 1 (cultivo en SPHAGNUM), se obtuvieron los siguientes resultados para el andlisis de

la clorofila (Imagen 25):

Imagen 26. Contenido de clorofila (n = 12) de plantas de albahaca cultivadas en SPHAGNUM con diferentes tratamientos de
fertilizacion: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y fertilizante liofilizado. Las barras de error
corresponden al error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (a < 0.10) segun la prueba post
hoc de Tukey

cnr]

Los datos de clorofila (Imagen 26) (mg Cl g™') el tratamiento "Blanco" mostré una media de 1.5
mg Cl g de clorofila. Todos los tratamientos con biofertilizantes presentaron medias de
clorofila mayores que el control, sugiriendo una mejora en la actividad fotosintética de las
plantas, aunque estadisticamente no se observan diferencias significativas.

El grupo de control (tratamiento "Blanco") proporciona una referencia clave para evaluar si
los demas tratamientos de biofertilizantes afectan los niveles de clorofila, por lo que se puede
asumir que la aplicacién de biofertilizantes mantiene la actividad fotosintética dentro de los
rangos normales y esperados.

Resultados Fase 2:

En la fase 2 (cultivo en Suelo real), se obtuvieron los siguientes resultados para el analisis de

la clorofila (Imagen 27):

Imagen 27. Contenido de clorofila (n = 24) de plantas de albahaca cultivadas en Suelo con diferentes tratamientos de
fertilizacion: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y fertilizante liofilizado. Las barras de error

Clorofita ’l
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corresponden al error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (a < 0.10) segun la prueba post
hoc de Tukey.

Los datos de clorofila (mg Cl g™') revelan variaciones significativas entre las plantas de albahaca
tratadas con biofertilizantes cultivadas en suelo real. El tratamiento "Blanco" mostré una
media de 1.7089 mg Cl g-1 de clorofila, estableciendo un punto de comparacion respecto a los
efecto en la clorofila de los tratamientos de fertilizacién.

El tratamiento con biofertilizante congelado presenté una media de 1.7089 mg Cl g-1 de
clorofila, idéntica al control, lo que indica que el proceso de congelacién no afecta
significativamente los niveles de clorofila en las plantas. Por otro lado, el tratamiento con
biofertilizante sonicado registré una media ligeramente inferior al control, con 1.6466 mg Cl
g-1 de clorofila. Aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa, revela que la
sonicacion podria tener un impacto levemente negativo en los niveles de clorofila,
permitiendo, no obstante, que las plantas mantengan su actividad fotosintética sin
alteraciones importantes.

En contraste, el tratamiento con biofertilizante liofilizado mostré una media de 1.4584 mg Cl
g-1 de clorofila, considerablemente menor que el control. Esta disminucidén sugiere que la
liofilizacion no facilita la adecuada disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo, lo cual
podria resultar en una menor concentracion de clorofila en las plantas y afectar
negativamente su eficiencia fotosintética.

E n resumen, los biofertilizantes congelados y sonicados mantienen los niveles de clorofila en
las plantas de albahaca dentro de rangos normales, comparables al control. Estos tratamientos
no afectan negativamente la actividad fotosintética de las plantas y pueden considerarse
métodos viables para biofertilizar el sustrato. En contraste, el biofertilizante liofilizado mostré
una reduccién significativa en los niveles de clorofila, lo que podria afectar la eficiencia
fotosintética de las plantas.

4.3.2.3.  Andlisis de contenido de nutrientes.

Resultados Fase 1:

Para evaluar el impacto del biofertilizante de microalgas en la composicion nutricional de la
albahaca en la fase 1, se realizaron analisis detallados de nitrégeno (N) y fésforo (P) en el
tejido foliar. Los resultados de ANOVA revelaron que no existen diferencias significativas entre
los tratamientos para los contenidos de N y P, segun los valores de p-valor obtenidos.

B
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Imagen 28. Contenido de nitrégeno (A) y contenido de fosforo (B) (n = 12) de plantas de albahaca cultivadas en SPHAGNUM
con diferentes tratamientos de fertilizacion: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y fertilizante

Nitropgeno (©
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liofilizado. Las barras de error corresponden al error estdndar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas
(a0 < 0.10) segun la prueba post hoc de Tukey.

El contenido promedio de nitrégeno en las hojas fue consistente entre los tratamientos:
"Congelado" (2.80), "Blanco" (2.42), "Sonicado" (2.10) y "Liofilizado" (2.01). En cuanto al
fosforo, los valores también mostraron uniformidad: "Blanco" (0.394), "Congelado" (0.354),
"Sonicado" (0.352) y "Liofilizado" (0.344).

Se observé que el analisis de varianza no mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos para ambos nutrientes (Imagen 22). Esto muestra una absorcidn
uniforme de nitrégeno y fésforo, independientemente del tipo de fertilizacion aplicada.

Estos hallazgos son consistentes con estudios previos que destacan la estabilidad en la
asimilaciéon de nutrientes en cultivos bajo condiciones de biofertilizacién (Alvarez-Gonzalez et
al.,, 2022). Aunque no se encontraron diferencias significativas en los contenidos de N y P,
futuras investigaciones podrian enfocarse en periodos de estudio mas prolongados para
evaluar la mineralizacién continua de la biomasa de microalgas y su efecto a largo plazo en la
disponibilidad de nutrientes para las plantas.

Los analisis de fésforo y nitrégeno en las hojas de albahaca no mostraron diferencias
significativas entre los tratamientos evaluados, lo que sugiere que la biofertilizacion con
microalgas podria ofrecer una alternativa viable y estable para la mejora nutricional de los
cultivos, sin comprometer la acumulacién de nutrientes esenciales.

Resultados Fase 2:

Para evaluar el impacto del biofertilizante de microalgas en la composicion nutricional de la
albahaca en la fase 2, se realizaron analisis de nitrégeno (N) y fésforo (P) en el tejido foliar.
Los resultados de ANOVA revelaron que no existen diferencias significativas entre los
tratamientos para los contenidos de N, pero si para el P, segun los valores de p-valor
obtenidos.
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Imagen 29. Contenido de nitrégeno (A) y contenido de fosforo (B) (n = 15) de plantas de albahaca cultivadas en Suelo con
diferentes tratamientos de fertilizacién: Blanco (Control), fertilizante congelado, fertilizante sonicado y fertilizante liofilizado.
Las barras de error corresponden al error estandar de la media. Letras diferentes indican diferencias significativas (a < 0.10)
segun la prueba post hoc de Tukey.

Nirogeno |

En cuanto al contenido de nitrégeno, los resultados son los siguientes: el grupo de control
(Blanco) presenta una media de 2.7074 mg N g-1, el tratamiento con biofertilizante congelado
tiene una media de 2.3733 mg N g-1, el tratamiento sonicado muestra una media de 2.5301
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mg N g-1, y el tratamiento liofilizado presenta la media mas alta con 3.2374 mg N g-1. Sin
embargo, el analisis de varianza (ANOVA) no muestra diferencias significativas en el contenido
de nitrégeno entre los diferentes tratamientos (p- Valor = 0.6140). Esto revela que, en general,
los métodos de procesamiento del biofertilizante no afectan significativamente los niveles de
nitrégeno en las plantas de albahaca en comparacion con el grupo de control.

En contraste, el andlisis del contenido de fésforo revela diferencias mas marcadas. El grupo de
control (Blanco) tiene una media de 0.2621 mg P g-1, el tratamiento congelado muestra una
media de 0.3370 mg P g-1, el tratamiento sonicado tiene una media de 0.3395 mg P g-1y el
tratamiento liofilizado presenta la media mas alta con 0.3435 mg P g-1. El anadlisis de varianza
(ANOVA) muestra diferencias significativas entre los tratamientos (p- Valor = 0.0299), lo que
indica que los tratamientos de biofertilizante afectan significativamente los niveles de fésforo
en las plantas de albahaca.

Las comparaciones post hoc (Tukey HSD) revelan que las diferencias entre el grupo de control
y los tratamientos congelado, sonicado vy liofilizado son significativas. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos de congelado, sonicado y
liofilizado.

En general, los resultados indican que mientras los diferentes tratamientos del biofertilizante
no afectan significativamente los niveles de nitrégeno, si tienen un impacto considerable en
el contenido de fosforo en las plantas de albahaca. La falta de variacion significativa en el
contenido de nitrogeno muestra que la mineralizacion del nitrégeno organico a partir de los
biofertilizantes es adecuada en todos los tratamientos. Por otro lado, el aumento significativo
en los niveles de fésforo con los tratamientos procesados indica que estos métodos pueden
mejorar la disponibilidad de fésforo para las plantas, posiblemente debido a una mejor
liberacién y absorcion de este nutriente.

4.4. Comparacion de cultivos. Fase 1 vs Fase 2

En esta seccion, se comparan los resultados de los cultivos entre la Fase 1 y la Fase 2. Se
evaluaran las diferencias en crecimiento y desarrollo de las plantas bajo los distintos
tratamientos de biofertilizantes aplicados, considerando cémo las variaciones en las
condiciones experimentales de cada fase pudieron influir en los resultados obtenidos.

Variables fisicas

|
I || T
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Imagen 30. Media y desviacion estandar variables fisicas. Fase 1.

44



[éﬁﬁ] ESCO|EI TéCﬂiCEI Superior cA“lm ESCUELA TECNICA SUPERIOR

«Enginyeria ETSE-UV

| 2
|
- |
| [ TR

Imagen 31. Media y desviacion estandar variables fisicas. Fase 2.

BLANCO CONGELADO | SONICADO LIOFILIZADO
. d . d . d . d
V:Ior (COHEN) V:Ior (COHEN) V:Ior (Cg;-l E V:Ior (C:;-I E
Longitud raices 0.04 0.85 0.03 0.98 0.35 -0.33 0.30 -0.43
Longitud de tallo 6e-5 -3.68 0.06 -1.23 0.13 -1.43 0.46 -0.24
Largo hoja mas alta 0.15 0.14 0.30 -0.61 0.21 -0.14 0.03 1.32
Ancho hoja mas alta | 0.09 0.16 0.22 -0.18 0.33 -0.28 0.34 0.14
No hojas 0.005 -1.91 0.33 -0.32 0.19 0.23 0.03 1.08
Grosor del Tallo 0.06 -0.94 0.12 0.73 0.28 0.36 0.02 1.23
% de agua 0.20 -0.50 0.33 -0.26 0.09 0.90 0.13 -0.69
Peso fresco 0.48 0.03 0.002 2.20 0.002 2.38 0.02 1.36
Peso seco 0.24 0.43 0.06 1.04 0.08 0.93 0.01 1.64

Tabla 11. Fase 1 vs Fase2. Comparacion de los diferentes tratamientos con respecto a los diferentes sustratos por variable
fisica medida. p-Valor obtenido a través de la prueba t y d de cohen.

Analizando los datos de la fase 1 como punto de referencia, se puede evaluar como variar el
sustrato afectan diversas variables de crecimiento de las plantas. Este analisis busca
determinar si alguno de estos tratamientos de biofertilizante muestra potencial para ser
considerado como bioestimulante. Se examina cdmo cada tratamiento influye en aspectos
como la longitud de las raices, el largo del tallo, el nimero de hojas, entre otras variables
relevantes.

El tratamiento Blanco, que actla como control, muestra efectos significativos en varias
variables. Por ejemplo, la longitud de las raices y el largo del tallo exhiben diferencias notables,
implicando un efecto considerable en estas caracteristicas. Ademas, el nUmero de hojas
también muestra una diferencia clara en el Blanco de los diferentes sustratos. Otros aspectos
como el ancho de la hoja mas alta y el grosor del tallo muestran una relevancia menor pero
significativa. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de agua,
peso fresco ni peso seco. Esto apunta a que el tipo de suelo (SPHAGNUM para la fase 1y Suelo
real para la fase 2) podria estar influyendo en los resultados, posiblemente debido a la
presencia o una mayor disponibilidad de nutrientes en el Suelo real en comparacién con el
suelo normalizado (SPHAGNUM).
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Comparando los valores obtenidos en ambas fases, el tratamiento Congelado muestra un
impacto significativo en la longitud de las raices, sugiriendo que en la fase 2 puede promover
un mayor crecimiento de raices y una tendencia a afectar la longitud del tallo en comparacién
con la fase 1. Ademas, este tratamiento también revela significancia en el peso fresco,
indicando un efecto positivo en la biomasa de las plantas. Sin embargo, otras variables como
el largo de la hoja mas alta, el nimero de hojas y el grosor del tallo no muestran diferencias
significativas entre las fases analizadas. Al igual que el caso del blanco estas diferencias pueden
atribuirse a disponibilidad de nutrientes en el sustrato.

El tratamiento Sonicado no muestra diferencias significativas en la mayoria de las variables, lo
gue indica que el proceso de sonicacién del biofertilizante no produce cambios notables en el
crecimiento de las plantas cuando cambiamos el sustrato, comparando los resultados de la
fase 1 vs la fase 2. Sin embargo, se observan valores de d de cohen superiores a 0.8 que sefiala
gue el tamafio de efecto grande. Esto indica que el tratamiento Sonicado podria estar
produciendo efectos consistentes en el crecimiento de las plantas, independientemente de
los nutrientes suministrados por el sustrato, lo cual podria ser un indicio del potencial
bioestimulante de este tratamiento. Esto puede deberse a que el biofertilizante sonicado, con
sus particulas mas finas, facilita la mineralizacién del nitrégeno inorganico y la disponibilidad
de otros nutrientes presentes en la biomasa.

El tratamiento Liofilizado, sin embargo, presenta impactos significativos en el largo de la hoja
mas alta (p = 0.0360), el nimero de hojas (p = 0.0326) y el grosor del tallo (p = 0.0292). Esto
indica que la liofilizacién del biofertilizante mejora estas variables de crecimiento de manera
significativa en comparacion con la fase 1. Adicionalmente, el peso fresco (p = 0.0198) y el
peso seco (p = 0.0131) también presentan mejoras significativas, lo que denota un aumento
en la biomasa total de las plantas tratadas con biofertilizante liofilizado.

Clorofila
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Imagen 32. Media y desviacion estandar del clorofila. Fase 1y Fase 2.
BLANCO CONGELADO SONICADO LIOFILIZADO
p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN)
Clorofila 0.11 -1.19 0.31 -0.18 0.35 0.34 0.03 1.75

Tabla 12. Comparacion de los diferentes tratamientos con respecto a los diferentes sustratos por nutriente analizado. Fase 1
vs Fase 2. p-Valor obtenido a través de la prueba t y d de cohen.

El analisis estadistico de los niveles de clorofila entre dos fases de tratamiento (fase 1 y fase
2) para los diferentes métodos (blanco, congelado, sonicado, liofilizado) proporciona
resultados para determinar si la capacidad fotosintética se mantiene dentro de un rango
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normal. La comparaciéon del tratamiento blanco entre las dos fases muestra un p-valor de
0.1046 y un d de Cohen de -1.1916, lo que indica que no hay una diferencia estadisticamente
significativa (p > 0.05) en los niveles de clorofila, aunque el tamafio del efecto es grande y
negativo, que senala un considerable aumento en los niveles de clorofila en la fase 2 respecto
a la fase 1, que se puede atribuir al cambio de sustrato. El tratamiento congelado presenta un
p-valor de 0.3143 y un d de Cohen de -0.1841, lo indica la ausencia de significancia estadistica
y un ligero aumento en los niveles de clorofila en la fase 2.

En cuanto al tratamiento sonicado, el p-valor es de 0.3598 y el d de Cohen es de 0.3430,
mostrando igualmente una ausencia de diferencia significativa y una ligera tendencia al
aumento en los niveles de clorofila en la fase 1. Por ultimo, el tratamiento liofilizado tiene un
p-valor de 0.0323 y un d de Cohen de 1.7501, lo que muestra una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) con un tamafio del efecto muy grande y positivo, indicando un aumento
considerable en los niveles de clorofila en la fase 1 en comparacidn con la fase 2.

El analisis de los resultados respalda la hipdtesis de que el suelo real aporta nutrientes que
incrementan la actividad fotosintética, lo cual se refleja en los valores observados para el
tratamiento blanco. Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de clorofila entre las fases 1y 2 para los tratamientos blanco, congelado y sonicado,
los valores se mantienen dentro de los rangos normales establecidos por el tratamiento base
en la fase 1. En general, estos resultados indican que, a excepcidn del tratamiento liofilizado,
los demas tratamientos mantienen la actividad fotosintética dentro de los parametros
esperados, cumpliendo con los valores establecidos por el tratamiento base en la fase 1.

Nitrégeno y fosforo
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Imagen 33. Media y desviacion estandar del Nitrogeno y Fosforo. Fase 1y Fase 2.

BLANCO CONGELADO SONICADO LIOFILIZADO
p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN) | p-Valor | d (COHEN)
Nitrégeno 0.29 -0.42 0.11 1.11 0.22 -0.65 0.13 -1.06
Fosforo 0.003 -3.49 0.32 0.38 0.37 0.23 0.49 0.01

Tabla 13. Comparacion de los diferentes tratamientos con respecto a los diferentes sustratos por nutriente analizado. Fase 1
vs Fase 2. p-Valor obtenido a través de la prueba t y d de cohen.
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Analizando los datos de nitrégeno y fésforo en las plantas de la fase 1, podemos determinar
como los tratamientos de biofertilizante (Congelado, Sonicado vy Liofilizado) afectan estas
variables de nutrientes.

Para el nitrogeno, el tratamiento Blanco no muestra una diferencia significativa en los niveles
entre las fases del experimento, lo que sugiere una estabilidad en estos niveles
independientemente del sustrato utilizado. En contraste, el tratamiento Congelado muestra
una tendencia hacia la significancia, indicando que la congelacién del biofertilizante podria
potencialmente incrementar los niveles de nitrégeno en las plantas, aunque se requiere mas
evidencia para confirmar esta tendencia. Los tratamientos Sonicado y Liofilizado no muestran
un efecto significativo en los niveles de nitrégeno en las diferentes fases y sustratos.

En cuanto al fésforo, el tratamiento Blanco muestra una diferencia altamente significativa
entre las fases, lo que indica que el sustrato utilizado en la fase 2 afecta notablemente los
niveles de fosforo en las plantas. En contraste, los tratamientos Congelado, Sonicado vy
Liofilizado no muestran diferencias significativas en los niveles de fésforo en comparacién con
el tratamiento Blanco en las diferentes fases.

Estos resultados muestran una estabilidad en las condiciones nutricionales a través de ambas
fases del experimento, lo cual no solo asegura los nutrientes de las plantas, sino que también
supone que puede existir cierto potencial bioestimulante de los diferentes tratamientos ya
gue se mantienen los niveles dptimos de nutrientes esenciales en las plantas.

Estos resultados indican una estabilidad en las condiciones nutricionales a lo largo de ambas
fases del experimento, lo cual no solo asegura un suministro adecuado de nutrientes para las
plantas, sino que también sugiere un posible efecto bioestimulante de los diferentes
tratamientos, al mantener los niveles 6ptimos de nutrientes esenciales en las plantas.
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudio de fin de master investigd la capacidad bioestimulante y biofertilizante de la
biomasa cultivada en agua residual urbana mediante diferentes tratamientos y utilizando dos
tipos de sustratos distintos. A continuacidn, se presentan las conclusiones:

e En condiciones base de cultivo (SPHAGNUM), los tratamientos mostraron diferencias
significativas en pardmetros de crecimiento como longitud del tallo, grosor del tallo,
nuimero de hojas, peso fresco y seco del brote, en comparacién con el tratamiento de
control.

e En el cultivo en suelo normalizado (SPHAGNUM), no se observaron diferencias
significativas entre los tratamientos de biofertilizante y el control en términos de
nutrientes, indicando una efectividad similar en la salud de las plantas.

e Encondiciones base de cultivo (Fase 1), el tratamiento de sonicado mostré los mejores
resultados, sugiriendo potencial bioestimulante independiente del sustrato. Sin
embargo, se requieren mas investigaciones para confirmar estos efectos.

e Enelcultivoen suelo real (Fase 2), no hubo diferencias significativas en variables fisicas
como altura del tallo y nimero de hojas, pero si en parametros esenciales como
longitud y ancho de hojas, grosor del tallo y peso fresco, destacando el impacto de los
tratamientos en aspectos cruciales del desarrollo vegetal.

e Los analisis de nutrientes en el cultivo en suelo no mostraron diferencias significativas
entre los tratamientos de biofertilizante y el control, lo que subraya la capacidad del
biofertilizante para mantener la necesidades nutricionales de las plantas de manera
efectiva.

Ademas, se compararon los resultados de distintas variables y fases del experimento:

e Eltratamiento de congelado mostro efectos biofertilizantes similares a los observados
en el tratamiento blanco, tanto en SPHAGNUM como en suelo natural, respaldando su
eficacia en condiciones especificas de suelo.

e El tratamiento de sonicado no mostré diferencias significativas entre condiciones
O6ptimas (SPHAGNUM) vy suelo, indicando efectos bioestimulantes consistentes en el
crecimiento de las plantas independientemente del sustrato.

e Finalmente, los andlisis de nutrientes no revelaron diferencias significativas entre
condiciones de cultivo en SPHAGNUM vy suelo, sugiriendo un adecuado suministro
nutricional en ambos casos.

5.1. Limitaciones y futuros estudios
Limitaciones del Estudio:

El estudio presenta algunas limitaciones que deben considerarse para una interpretaciéon
adecuada de los resultados. Primero, aunque se observaron diferencias significativas en
diversas variables entre los tratamientos de biofertilizante y el control, la variabilidad
inherente en las condiciones ambientales podria haber influido en los resultados. La falta de
replicacién a largo plazo y la variabilidad estacional influye en la consistencia de los efectos
observados en el cultivo.

En el andlisis entre diferentes fases, se encontraron diferencias no significativas en varios
parametros, pero con tamafios de efecto (d de Cohen) superiores a 0.8, indicativos de efectos
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grandes. Es necesario realizar mas réplicas y observaciones para evaluar con precision la
consistencia y significancia de estos efectos.

Ademas, se limitd la medicidon de nutrientes al nitrogeno y fosforo, y no se evaluaron otros
parametros del suelo que podrian haber influenciado los resultados, como la microbiota y la
disponibilidad de nutrientes. Estos factores son cruciales para la eficacia del biofertilizante y
deberian abordarse en futuras investigaciones.

Otra limitacidén radica en la falta de evaluacion de otros parametros de calidad del suelo que
podrian haber influenciado los resultados, como la microbiota del suelo y la disponibilidad de
nutrientes. Estos factores pueden tener un impacto significativo en la eficacia del
biofertilizante y deberian considerarse en futuros estudios para una evaluacion mas integral
de su efectividad.

Futuros Estudios:

Para avanzar en la comprensién de los efectos del biofertilizante, se recomienda realizar
estudios adicionales con experimentos a largo plazo y andlisis detallados de la dindmica de
nutrientes. Esto permitira entender mejor como el biofertilizante afecta la nutricion de las
plantas en diferentes condiciones ambientales y etapas de desarrollo.

Explorar la interaccién del biofertilizante con otros aspectos del suelo, como la microbiota y
los nutrientes disponibles, es crucial para comprender completamente los mecanismos detras
de los efectos observados. Investigaciones en este sentido podrian proporcionar informacion
valiosa sobre el impacto a largo plazo.
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